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Predmetom záujmu tejto práce je tradičná a zároveň kontroverzná rastlina Cannabis sativa. 
V teoretickej časti je popísaná botanická stránka rastliny a jej súčasné medicínske formy. 
Podrobnejšie sú popísané doposiaľ izolované látky spolu s ich biologickou aktivitou. 
Experimentálna časť práce sa zaoberá izoláciou a identifikáciou látok chloroformovej frakcie 
extraktu získaného z tejto rastliny. Pre izoláciu boli použité chromatografické metódy –
analytická a semipreparatívna HPLC. Získané látky boli identifikované pomocou UV a IR 
spektrofotometrie. Následne bol skúmaný biologický účinok získaných látok na vybraných 





The object of this thesis is a traditional and also controversial plant Cannabis sativa. The 
theoretical part is focused on botanical side of this plant and its presently used medical forms. 
All previously isolated substances and their observed biological activity are described in 
detail. The experimental part of this thesis describes the isolation and identification of 
substances of the chloroform extract fraction obtained from this plant. Chromatographic 
methods were used for isolation – analytical and semipreparative HPLC. Obtained substances 
were identified using UV and IR spectrophotometry. Then the biological effect of obtained 
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Konope siate je veľmi zaujímavou rastlinou pre ľudskú spoločnosť vo viacerých smeroch. 
Takmer žiadna iná rastlina nebola v takej miere preštudovaná ako práve Cannabis sativa. Boli 
publikované tisícky článkov, ktoré opisujú rôzne aspekty konope ako biologicky aktívnej 
rastliny. Dnes si môžeme dovoliť tvrdiť, že Cannabis je považovaná za najkontroverznejšiu 
rastlinu v histórii ľudstva.  
Ako vláknitá rastlina, Cannabis produkuje jedny z najlepších a najtrvácnejších vlákien 
prírodného pôvodu, historicky využívané k výrobe povrazov a plachiet pre morské lode, 
papiera, bankoviek a dokonca k výrobe prvých jeansov značky Levi´s. Moderné aplikácie 
zahŕňajú výrobu palubných dosiek do áut a izolácií domov.  
V oleji konopných semien bol preukázaný vyvážený pomer omega-3 a omega-6 mastných 
kyselín, ktoré zohrávajú dôležitú úlohu v ľudskej výžive. Môže byť preto použitý ako vhodná 
náhrada rybieho oleja. Taktiež môže byť využitý ako prísada do telových olejov a krémov 
obohatených o lipidickú zložku. 
Medicínske využitie C. sativa má veľmi dlhú históriu. Už tisícročia sa využíva ako liečivá 
rastlina v mnohých kultúrach. Konope obsahuje mnoho látok s rôznymi účinkami, ktoré boli 
v posledných desaťročiach skúmané. Cannabis má potenciál vyvinúť sa ako užitočné a čoraz 
viac žiadané nové liečivo, no vážnou prekážkou je jeho klasifikácia ako nebezpečné 
narkotikum. Táto klasifikácia vychádza z obsahu látky identifikovanej ako THC 
(tetrahydrocannabinol), ktorý má na človeka psychotropné účinky. Sociopolitický nátlak preto  
viedol začiatkom 20. storočia k úpadku medicínskeho využitia.   
Potenciál tejto rastliny bol dlho ignorovaný, až do objavu ľudského endokanabinoidného 
systému asi pred desaťročím. Dnes je známe, že mnohé z našich telových funkcií v mozgu, 
imunitnom systéme alebo ďalších orgánoch, sú kontrolované práve látkami podobnými 
látkam obsiahnutým v rastline Cannabis. Takýmto výskumom sa zaoberá práve český 
profesor Doc. RNDr. Lumír Ondřej Hanuš, DrSc., Dr.h.c., ktorý ma inšpiroval k výberu tejto 
témy pre moju záverečnú práce.  
Rastlina C. sativa obsahuje stovky rôznych látok. Niektoré vykazujú vyššiu, iné nižší 
biologickú aktivitu. Chorôb na svete stále pribúda, na niektoré z nich doteraz nebol nájdený 
liek. Preto treba využiť potenciál rastliny, ktorá by mohla predstavovať budúcnosť v medicíne 










2 TEORETICKÁ ČASŤ – POPIS ŠTUDOVANEJ RASTLINY 
 
2.1 Botanická charakteristika rastliny Cannabis sativa  
Konope, inak Konopa alebo Cannabis, je široko rozšírená planá aj  človekom pestovaná 
rastlina. S najväčšou pravdepodobnosťou pochádza z centrálnej Ázie, odkiaľ sa rozšírila do 
celého sveta. Dôvodom je predovšetkým jeho vysoká schopnosť adaptácie. Spočiatku bolo 
konope zaraďované do čeľade Urticaceae (žihľavovité), neskoršie výskumy viedli 
k vytvoreniu samostatnej čeľade Cannabaceae (konopovité). Švédsky botanik Carolus 
Linneaeus po prvýkrát odborne popísal Cannabis sativa v roku 1737 v Indii. Francúzsky 
biológ Jean Baptiste de Lamarck následne v roku 1785 popísal a pomenoval ďalší druh 
Cannabis indica. V roku 1924 objavil botanik D. E. Janischewsky v juhovýchodnom Rusku 
tretí, posledný známy druh – Cannabis ruderalis.  
Cannabis je jednoročná, pôvodne dvojdomá rastlina, tvoriaca jednopohlavné kvety. Samčie 
rastliny sú spravidla vyššie, štíhlejšie a skôr dozrievajú. Okrem dvojdomej formy existuje aj 
jednodomá, ktorá vytvára na každej rastline kvety oboch pohlaví, ojedinele sa vyskytuje aj 
typy hermafroditné, ktoré sú neplodné. Dlhoročným výberovým šľachtením boli získané 
jednodomé varianty, ktorých význam v súčasnom produkčnom poľnohospodárstve prevláda. 
Dôvodom je záruka dostatočného opelenia kvetou s následnou vyrovnanou produkciou 








2.2 Medicínske využitie v súčasnosti 
Jediným v súčasnosti farmaceuticky vyrábaným výťažkom z konope je Sativex®, vyvinutý 
britskou firmou GW Pharmaceuticals. Ide o extrakt zo samičích rastlín v skle pestovaného 
konope, pripravený patentom chránenou metódou. Výsledný produkt má formu roztoku ∆-9-
THC (pripraveného zo špeciálne čisteného extraktu geneticky uniformných samičích rastlín 
konope – Tetrabinex®) a CBD (z podobného extraktu, pod marketingovým menom 
Nabidiolex®) v bezvodom roztoku alkoholu a propylénglykolu spolu s pepermintovým 
olejom. Jeho distribúciu zaisťuje v Nemecku sídliaci nadnárodný koncern Bayer GmbH. 
V Kanade bol v roku 2005 schválený pre použitie ako analgetikum/podporný liek pre 
symptomatickú liečbu neuropatickej bolesti pri roztrúsenej skleróze u dospelých. Podľa 
mediálnych správ je prihlásený v registrácii v niekoľkých krajinách EU.[2,3] 
 
2.2.1 Krajiny využívajúce  konope ako liek 
V Kanade, Holandsku a Švajčiarsku je povolené pre radu diagnóz používať konope 
zakúpené v lekárňach, kam ich dodávajú pestovatelia, vybraní v tendre príslušnou vládou. 
V 21 štátoch USA je jeho využitie možné podľa štátnych zákonov, aj keď ich federálne 
zákony zakazujú. Použitie konope pre lekárske účely je tolerované taktiež vo všetkých štátoch 
Indickej federácie. 
Objav endokanabinoidného systému a rada súvisiacich výskumov prebehli a dodnes 
prebiehajú pod vedením izraelských alebo v Izraeli pôsobiacich vedcov. S tým zrejme súvisí 
aj progresivita tejto zeme v zavádzaní liečebných postupov, využívajúcich tento systém za 
použitia kanabinoidných látok. [4] 
 
2.3 Obsahové látky Cannabis sativa  
Doposiaľ bolo objavených celkom 483 prirodzených zložiek konope. Väčšina z týchto 
substancií sa vyskytuje tiež v mnohých ďalších rastlinách a dokonca v mnohých živočíchoch. 
Väčšinou nevykazujú žiadne, respektíve len veľmi malé farmakologické účinky. K základným 
zložkám konope patria aminokyseliny, proteíny, cukry, terpény, kanabinoidy, flavonoidy, 
vitamíny, alkoholy, aldehydy, ketóny, mastné kyseliny, pigmenty a ďalšie skupiny látok. 
Približne 120 látok, ktoré obsahuje konope, sa počíta do samostatnej skupiny terpénov. 
V jednej rastline sa môže nachádzať len časť z týchto 483 látok. Existujú rozdiely nielen 
v zložení jednotlivých druhov, ale taktiež u  jednotlivých rastlín.[4,5,6] 
 
2.3.1 Kanabinoidy - účinné zložky  
Kanabinoidy sú považované za hlavné biologicky aktívne zložky rastliny Cannabis 
a neboli doposiaľ nájdené v žiadnych iných živých systémoch (výnimka: prítomnosť CBGA, 
CBG a analógu CBG bola dokázaná v rastline Helichrysum umbraculigerum Less. z čeľade 
Asteraceae). Prirodzene sa vyskytujúce kanabinoidy tvoria komplexnú skupinu veľmi blízko 
príbuzných zložiek, z ktorých je v súčasnosti známych a dobre popísaných sedemdesiat. Len 




množstvách. Tieto zahŕňajú najmenej jedenásť nových kanabinoidných esterov a  mnoho 
iných kanabinoidných štruktúr.     
Prvý úspešný pokus o identifikáciu aktívnej látky z konope robila skupina anglických 
vedcov koncom 19. storočia. Túto látku izolovali zo živice indického konope a nazvali ju 
cannabinol. Až v šesťdesiatych rokoch dvadsiateho storočia bol izolovaný ∆-
tetrahydrocannabinol, hlavná biologicky aktívna látka konope, a bola navrhnutá schéma jeho 
biosyntézy. Od tej doby bolo izolovaných už niekoľko desiatok kanabinoidov, väčšinou sú 
však zastúpené v nepatrnom množstve a nemajú dostatočné účinky. Niektoré sú označované 
za homológy či analógy tetrahydrocannabinolu, tzn. že sú štruktúrne podobné, no majú 
odlišné vlastnosti, alebo naopak je ich štruktúra odlišná, no účinky sa prejavujú obdobne. 
[2,3,7] 
 
2.3.2 Definícia kanabinoidov a  ich distribúcia v rastline  
Až do 80. rokov 20. storočia pojem kanabinoidy reprezentoval skupinu typických 
terpenofenolických C21 zložiek prítomných u Cannabis sativa, ich karboxylové kyseliny, 
analógy a premenené produkty. V súčasnosti týmto pojmom označujeme celú skupinu 
endogénnych, prírodných a syntetických ligandov kanabinoidných receptorov, patriacich do 
širokej rady chemických skupín. Kanabinoidy odvodené z rastlín sú dnes často pomenované 
ako fytokanabinoidy. Kanabinoidy sa hromadia v glandulárnych vláknach, kde predstavujú až 
80 % subkutikulárnej sekrécie. Vo všeobecnosti, všetky časti rastliny môžu obsahovať 
kanabinoidy, okrem semien. Stopy týchto látok nájdené v semenách sú pravdepodobne len 
výsledkom kontaminácie konopnou živicou z kvetov. V podstate neexistujú žiadne 
kvalitatívne rozdiely v spektre kanabinoidov v jednotlivých častiach rastlín, iba kvantitatívne 
rozdiely v ich zložení.  Najvyššia koncentrácia (vyjadrená v % suchej váhy rastlinného 
materiálu) je v kvetoch a plodoch. V zelených listoch je ich obsah podstatne nižší, podobne aj 
v kmeni a koreňoch je obsah kanabinoidov veľmi nízky.  
Väčšinou nájdeme v jednej rastline len tri až štyri kanabinoidy v relevantnej koncentrácii, 
zatiaľ čo ostatné nie sú prítomné vôbec alebo len v stopovom množstve. V sortách drogového 
konope, z ktorých sa získava marihuana a hašiš, sa vyskytuje ∆-9-THC vo vysokej 
koncentrácii 1 až 25 %, zatiaľ čo v technickom konope na výrobu vlákien prevláda 
cannabidiol s koncentráciou 0,5 až 1 %. [5,7] 
 
2.3.3 Fytochemická klasifikácia kanabinoidov  
Kanabinoidy sú primárnymi produktmi metabolizmu Cannabis sativa vo forme 
karboxylových kyselín, no bola detegovaná aj skupina iných typov. Z fytochemického 
hľadiska môžeme kanabinoidy rozdeliť do troch skupín: kyslé kanabinoidy, neutrálne 
kanabinoidy a synteticky pripravené kanabinoidy (deriváty tvorené určitými cielenými 
zásahmi). 
Kyslé kanabinoidy obsahujú zvyčajne pentylový postranný reťazec. V prirodzene sa 
vyskytujúcich sa kanabinoidoch boli nájdené všetky dĺžky reťazcov, od metylového až po 




a farmakologický potenciál pre kanabinoidné receptory. V čerstvej rastline sa nenachádzajú 
takmer žiadne neutrálne kanabionidy, teoreticky všetky kanabinoidy sú prítomné v kyslej 
forme. Tieto môžu byť konvertované na ich dekarboxylované analógy pod vplyvom svetla, 
tepla alebo predĺženého skladovania, stratou relatívne nestabilnej karboxylovej skupiny vo 
forme oxidu uhličitého.  
Skupina kyslých kanabinoidov zahŕňa veľké množstvo štruktúr. Najbežnejšími typmi 
nájdenými v medicínskom konope sú kyselina tetrahydrocannabinolová (THCA), kyselina 
cannabidiolová (CBDA), kyselina cannabigerolová (CBGA) a kyselina cannabichromenová 
(CBCA). Tieto kyseliny môžu byť prevedené na ich neutrálne deriváty dekarboxyláciou 
vytvorením THC, CBD, CBG a CBC.[2,8,9] 
 
2.4 Základné typy kanabinoidov  
Skupinu 70 kanabinoidov je možné podľa ich základnej chemickej štruktúry väčšinou 
rozdeliť a priradiť k jednému z desiatich základných štruktúrnych typov: cannabigerol (CBG), 
cannabichromen (CBC), cannabidiol (CBD), ∆-9-THC, ∆-8-tetrahydrocannabinol (∆-8-THC), 
cannabinol (CBN), cannabicyclol (CBL), cannabielsoin (CBE), cannabinodiol (CBND) 
a cannabitriol (CBTL). Okrem týchto základných typov existujú ešte zmiešané formy, ktoré 
štruktúrne nemôžu byť zaradené ani do jednej z desiatich základných skupín. Ku každému 
typu patrí niekoľko kanabinoidov, ktoré sa vzájomne líšia napríklad dĺžkou postranného 
reťazca pripojeného k hlavnej molekule.[10,11] 
 
2.4.1 Cannabigerolový (CBG) typ  
 Cannabigerol bol prvou látkou izolovanou zo živice rastliny Cannabis ako čistá chemická 
substancia. Ukázalo sa, že jeho prekurzor, kyselina cannabigerolová, bola prvým biogénnym 
kanabinoidom vytvoreným v rastline. Hoci typ CBG nie je v porovnaní s THC psychotropný, 
vykazuje značnú antibakteriálnu aktivitu proti grampozitívnym baktériám. V súčasnosti je 
známych 7 látok typu CBG. Kanabinoidmi patriacimi do tejto skupiny sú aj analógy 
s propylovými postrannými reťazcami a deriváty monometyléteru. Nedávno izolovanou 
látkou je trans-izomér cannabigerolovej kyseliny, kyselina cannabinerolová.[6,7]   
 
2.4.2 Cannabichromenový (CBC) typ  
Objav cannabichromenu (CBC-C5) prebehol takmer súbežne a viedol k objavu ďalších 
zlúčenín CBC-typu. Cannabichromen (CBC) je ďalším z významných kanabinoidov, aj keď 
sa nachádza v koncentráciách nižších než CBD či THC. Kedysi sa predpokladalo, že ide 
o minoritnú nepodstatnú zložku, presnejšie merania však ukázali, že táto látka bola zahrnutá 
do hodnoty CBD. Jej obsah pravdepodobne nepresahuje 20 % kanabinoidov. Nemá 
psychotropné účinky na človeka, no predpokladajú sa jeho synergické účinky s THC, to 
znamená, že jeho prítomnosť umocňuje pôsobenie THC. V tejto skupine bolo 





2.4.3 Cannabidiolový (CBD) typ  
Cannabidiol sa vyskytuje takmer vo všetkých odrodách, od nulových hodnôt zhruba po 
95 % prítomných kanabinoidov. Nemá psychoaktívne účinky, prejavuje isté sedatívne, 
analgetické a tiež antibiotické vlastnosti. Ukázalo sa, že CBD má tlmivé účinky a pôsobí proti 
povzbudivým efektom THC. CBD je bioprekurzorom tetrahydrocannabinolu. Všetky 
cannabinoidy označované ako typ CBD majú konfiguráciu trans a vykazujú negatívnu optickú 
rotáciu. Bolo popísaných 7 kanabinoidov tohto typu s C1 a C5 postrannými reťazcami. 
Najväčšie zastúpenie v technickom konope má cannabidiol a príslušná kyselina 
cannabidiolová (CBDA).[2,3,4,9] 
 
2.4.4 Delta-9-trans-tetrahydrocannabinolový (∆9-THC) typ 
∆-9-trans-tetrahydrocannabinol obvykle stačí uvádzať ako tetrahydrocannabinol alebo pod 
skratkou THC. Známych je 9 kanabinoidov tohto typu s C1 a C5 postrannými reťazcami. 
Hlavným biogénnym prekurzorom je THC kyselina typu A, pričom THC kyselina typu B je 
prítomná v omnoho menšom rozsahu. THC je hlavnou psychotropnou zložkou, kyseliny nie 
sú psychoaktívne. [7,9] 
 
2.4.5 Delta-8-trans-tetrahydrocannabinolový (∆8-THC) typ 
∆-8-trans-tetrahydrocannabinol a prekurzor jeho kyseliny sú považované za artefakty THC 
a THC kyseliny. Dvojitá väzba v pozícii 8,9 je termodynamicky stabilnejšia ako v pozícii 
9,10. Tento typ je približne o 20 % menej aktívny ako THC. Táto skupina obsahuje iba dve 
známe zlúčeniny, ∆8-THC a ∆8-THC kyselinu. Obe majú konfiguráciu trans a vykazujú 
negatívnu optickú rotáciu.[2]  
 
2.4.6 Cannabicyklolový (CBL) typ  
Známe sú tri kanabinoidy charakterizované päťatómovým kruhom a C1-mostíkom 
namiesto typického kruhu A – cannabicyclol, kyselina cannabicyklolová a  analóg s C3 
postranným reťazcom - cannabicyklovarín. CBL je známy ako teplom indukovaný artefakt 
z CBC.[2,3]  
 
2.4.7 Cannabinolový (CBN) typ  
Kanabioidy tohto typu sú úplne aromatizované deriváty THC a hoci boli izolované 
z rôznych extraktov Cannabis sativa, nie sú prirodzene sa vyskytujúcimi sa zlúčeninami. 
Cannabinol (CBN) je degradačným (oxidačným) produktom THC, jeho koncentrácia sa 
zvyšuje počas skladovania, pričom koncentrácia THC sa znižuje. Čisté formy CBN majú 
nanajvýš 10 % psychoaktivity THC. Je známych 6 kanabinoidov tohto typu.[2] 
 
2.4.8 Cannabinodiolový (CBND) typ  
Zlúčeniny typu CBND sú úplne aromatizované deriváty CBD. Bolo preukázané, že 





2.4.9 Cannabielsoinový (CBR) typ  
Zlúčeniny tohto typu sa v rastline prirodzene nenachádzajú, no môžu vzniknúť 
z prirodzene sa vyskytujúcich CBD a CBDA ich fotooxidáciou alebo pyrolýzou. Napriek tejto 
skutočnosti sú CBE a CBE kyselina považované za prírodné produkty Cannabis sativa.  
K piatim známym kanabinoidom tohto druhu patrí cannabielsoín (CBE) a prekurzor jeho 
kyseliny typu A a B.[3,4,6] 
 
2.4.10 Cannabitriolový (CBT) typ  
Do skupiny typu CBT patrí 9 látok. Tetrahydrocannabitriolový ester cannabidiolovej 
kyseliny je jediným esterom zo všetkým prirodzene vyskytujúcich sa kanabinoidov. Bola 
dokázaná cis- aj trans-konfigurácia, no nikdy neboli izolované samostatne. [8] 
 
2.4.11 Zmiešané typy  
V roku 1995 bolo vyhlásených 11 zmiešaných typov, no ďalšími výskumami sa dokázala 
prítomnosť 14 kanabinoidov s rôznou nezvyčajnou štruktúrou, napríklad s furanovým kruhom 
(dehydrocannabifuran, cannabifuran), karbonylovou funkčnou skupinou (cannabichromanon, 
10-oxo-δ-6a-tretrahydrocannabinol) alebo so substituovanou tetrahydroxy skupinou 
(cannabiripsol). Absolútne konfigurácie týchto zlúčenín nie sú známe.  
Cannabicitrán (CBT-C5) má netypickú štruktúru, je to tetracyklický diéter. Najskôr bol 
syntetizovaný a pomenovaný citrylidín - cannabis, následne bol vyizolovaný z Libanonského 
hašiša.[2,5,6]    
 
2.5 Zložky nekanabinoidného typu 
Okrem niekoľkých hlavných kanabinoidov existuje mnoho iných zložiek, ktoré môžu 
zohrávať dôležitú úlohu v pozorovaných účinkoch niektorých extraktov z rastliny Cannabis. 
C. sativa obsahuje veľké množstvo terpenoidov. Tieto zlúčeniny môžu byť ľahko vyparené 
a následne inhalované pri fajčení. Dym Cannabisu obsahuje veľké množstvo karcinogénov, 
popolčeka a jedovatých plynov, avšak nebola dokázaná spojitosť s pľúcnymi ochoreniami. 
Práve naopak, vedci dokázali pozitívne účinky u pacientov s astmou. Niekoľko terpenoidov, 
identifikovaných v C. sativa, majú známe protizápalové, antiapoptózne a neuroprotektívne 
účinky. Okrem toho, konopné terpenoidy a flavonoidy môžu zvýšiť cerebrálny tok krvi, 
zlepšiť kortikálnu aktivitu a zabiť respiračné patogény. V súčasnosti existuje mnoho indikácií, 
že mnohé biologické aktivity pripisované využitiu konope nemôžu byť vysvetlené iba 
prítomnosťou samotných kanabinoidov. [2,4,8] 
  
2.5.1 Terpenoidy 
Typický zápach vyplýva z prítomnosti asi 140 rôznych terpenoidov (z toho: 58 
monoterpenoidov, 38 sesquiterpenoidov, 1 diterpenoid, 2 triterpenoidy a 4 iné terpenoidy). 




diterpenoidy (C20) a triterpenoidy (C30). Terpenoidy môžu byť acyklické, monocyklické alebo 
polycyklické uhľovodíky so substitučnou charakteristikou vrátane alkoholov, éterov, 
aldehydov, ketónov a esterov.  
Z identifikovaných komponentov bola väčšina (viac ako 92 %) monoterpénov, veľký 
podiel tvoria sesquitermény a zvyšok (asi 1 %) predstavujú iné minoritné zložky (ketóny, 
estery). Najviac zastúpeným monoterpénom je β-myrcén, nasleduje trans-caryophylén, α-
pinén, transocimén a α-terpinolén.  
Iné terpenoidy, zastúpené iba v stopových množstvách, sú sabinén, α-terpinén, 1,8-cineol, 
pulegón, γ-terpinén, terpineol-4-ol, bornyl acetát, α-copaene, alloaromadendrén, viridiflorén, 
β-bisabolén, γ-cadinén, trans-β-farnesén, trans-nerolidol a β-bisabolol.  
Sesquiterpenoid β-caryofylén-epoxid je hlavnou zložkou, ktorú sú pátracie psy schopné 
rozpoznať. Iba jeden jediný netypický terpenoid sa nachádza v rastline Cannabis: 
monoterpenoid m-menta-1,8(9)-dién-5-ol. [7,8] 
 
2.5.2 Uhľovodíky  
Päťdesiat známych uhľovodíkov detegovaných v rastline Cannabis pozostáva z n-alkénov 
s reťazcami C9 až C39, 2-metyl-, 3-metyl- a nejakých dimetylových alkánov. Hlavným 
alkánom prítomným v esenciálnom oleji je n-C29 alkán nonakosán. Ďalšie alkány zastúpené 
pomerne veľkým podielom sú heptakosán, 2,6-dimetyltetradekán, pentakosán, hexakosán 
a hentriacontán. [6,9] 
 
2.5.3 Zlúčeniny obsahujúce dusík  
C. sativa je jednou zo zriedkavých psychotropných rastlín, v ktorých aktivita centrálneho 
nervového systému nie je spojená s čiastkovými alkaloidmi. Napriek tomu boli v rámci viac 
ako 70 dusíkatých zlúčenín identifikované dva alkaloidy spermidínového typu. Ďalšie 
objavené dusíkaté zlúčeniny sú cholín, trigonellín, izoleucín betaín a neurín. Medzi 8 amidmi 
sú napríklad N-trans-feruloyltyramín, N-p-coumaroyltyramín a N-trans-caffeoyltyramín. Bolo 
izolovaných 5 lignanamidových derivátov, vrátane cannabizínu A, B, C a D.  Známych je 12 
jednoduchých amínov, vrátane piperidínu, hordenínu, metylamínu, etylamínu a pyrrolidínu. 
V rastline Cannabis boli detegované 3 proteíny, edestín, zeatín a zeatínnukleozid; 6 enzýmov, 
medzi ktoré patria edestináza, glukozidáza, polyfenoloxydáza, peptidáza, peroxidáza 
a adenozín-5-fosfatáza. [2,6] 
 
2.5.4 Sacharidy 
Predominantnými zložkami tejto triedy sú obyčajné cukry. Doposiaľ bolo identifikovaných 
13 monosacharidov (fruktóza, galaktóza, arabinóza, glukóza, mannóza, ramnóza, atď.), 
2 disacharidy (sacharóza, maltóza) a 5 polysacharidov (rafinóza, celulóza, hemicelulóza, 
pektín, xylán). Okrem toho bolo nájdených 12 alkoholov a cyklitolov (manitol, sorbitol, 






V Cannabise bolo identifikovaných 23 zvyčajne sa vyskytujúcich flavonoidov, existujúcich 
najmä ako O-glykozidy flavónového a flavonolového typu aglykónov apigenín, luteonín, 
quercetín a kaempferol, a C-glykozidy ako orientín, izovitexín, vitexín a ich O-glykozidy. 
Flavonoidy môžu byť dôležité pre celkový terapeutický efekt THC a iných kanabinoidov, buď 
synergickým pôsobením alebo redukciou vedľajších účinkov.[2,6]  
 
2.5.6 Mastné kyseliny 
Z oleja konopných semien bolo identifikovaných celkovo 33 rôznych mastných kyselín, 
najmä nenasýtených. Linolová kyselina (53-69 % celkových mastných kyselín), α-linolenová 
kyselina (15-25 %) a olejová kyselina (8,5-16 %) sú najbežnejšími. Ďalšími nenasýtenými 
mastnými kyselinami sú kyselina γ-linolenová (1-4 %), stearidonová (0,4-2 %), 
eikozanová  (< 0,5 %), izolinolenová a cis-vakénová. Nasýtené kyseliny sú palmitová (6-
9 %), steárová (2-3,5 %), arachidová (1-3 %), behenová, myristová, lignocerová, heptanová, 
kaprylová, pelargónová, laurová, margarová a izoarachidová kyselina. [2,3,5] 
 
2.5.7 Nekanabinoidné fenoly 
Známych je 34 nekanabinoidných fenolov: 9 so spiro-indanovým štruktúrnym typom 
(cannabispiran, izocannabispiran), 9 dihydrostilbénov (cannabistilbén-I, -II), 
3 dihydrofenantrény (cannitrén-1, -2) a 6 fenolov, metyléterov a fenolových glykozidov 
(floroglucinol glukozid).[5,6] 
 
2.5.8 Jednoduché alkoholy, aldehydy, ketóny, kyseliny, estery a  laktóny 
Bola identifikovaná prítomnosť 7 alkoholov (napr. metanol, etanol, 1-octín-3-ol), 
12 aldehydov (acetaldehyd, izobutyraldehyd, pentanal), 13 ketónov (acetón, heptanón-2, 2-
metyl-2-heptín-6-ón) a 21 kyselín (arabinová, azealová, glukónová kyselina).[6] 
 
2.5.9 Ostatné zlúčeniny prítomné v  C. sativa  
Spomedzi 11 známych fytosterolov sú zastúpené kapmasterol, ergosterol, β-sitosterol 
a stigmasterol. Vitamín K je jediným vitamínom nájdeným v konope. Farbivá prítomné 
v rastline sú karotén a xantofyly. Okrem týchto zložiek bolo detegovaných 18 prvkov, 
vyskytujúcich sa voľne alebo v zlúčeninách (napr. Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn, Hg).[4] 
 
 
2.6 Biologické účinky kanabinoidov 
2.6.1 Delta-9-tetrahydrocannabinol (THC) 
THC je farmakologicky a toxikologicky najrelevantnejšou zložkou C. sativa, vyvolávajúca 
nespočetné množstvo efektov u zvierat a človeka. Z mnohých výskumov je známe, že v tele 
človeka sa nachádzajú kanabinoidy-viažúce receptory CB1 (prítomné v centrálnej nervovej 




majú efekty THC sprostredkované receptormi CB1, pretože sú priamo spojené 
s psychologickými účinkami Cannabisu. Najčastejšie psychologické efekty spozorované 
u ľudí boli rozdelené do 4 skupín: afektívne, senzorické, somatické a kognitívne. Najlepšie 
preukázaný účinok THC je inhibícia chemoterapiou vyvolaných nevoľností a zvracania, 
najmä u pacientov trpiacich rakovinou. V súčasnosti sú pre tento účel povolené kapsule 
obsahujúce dronabinol alebo jeho syntetický analóg nabilón. THC zvyšuje metabolizmus 
v mozgu u ľudí aj zvierat a znižuje telesnú teplotu, ale len pri vysokých dávkach. 
U neskúsených užívateľov môže THC indukovať nežiaduce účinky vrátane strachu, paniky 
a paranoje. Vo veľmi málo prípadoch bolo zistené, že THC je schopné vyvolať psychózu, 











Obrázok č.2: Tetrahydrocannabinol (THC) 
 
 
2.6.2 Cannabidiol (CBD) 
CBD je, spolu s CBG, najvýznamnejším nepsychotropným kanabinoidom nájdeným 
v rastline Cannabis, je hlavným kanabinoidom prítomným v technickom konope. Jeho 
farmakologické účinky boli preštudované najlepšie zo všetkých kanabinoidov. Má silné 
antioxidačné účinky, silnejšie ako askorbát a α-tokoferol. Známe sú taktiež značné 
protizápalové a imunomodulatívne účinky. Okrem toho boli popísané sedatívne, hypnotické, 
antiepileptické a antidystonické účinky. CBD je modulátorom niektorých typov opioidných 
receptorov a môžu ovplyvňovať spánok u potkanov. Najdôležitejší účinok CBD bol 
preukázaný v niekoľkých štúdiách. Ukázalo sa, že cannabidiol reprezentuje prvé netoxické 
exogénne činidlo, ktoré značne inhibuje bunky metastatickej rakoviny pľúc. V mnohých 
druhoch Cannabisu je CBD prítomné v značných množstvách. Avšak iba pred niekoľkými 
rokmi sa začala venovať veľká pozornosť interakcie THC/CBD a to najmä na štúdiách 
sklerózy multiplex. Predošlé výskumy zamerané na účinok THC samostatne ukázali 
neefektívnosť Cannabisu u mnohých modelov chorôb. Dnes je známe, že CBD inhibuje 
metabolizmus THC, zablokovaním jeho konverzie na psychoaktívnejší 11-hydroxy-THC 
pomocou cytochrómu P450 3A11. Predpokladá sa, že toto je príčina, prečo je CBD známe 
ako antagonista psychotropných účinkov THC. Táto vlastnosť CBD je využitá v liekoch na 










Obrázok č.3: Cannabidiol (CBD) 
 
 
2.6.3 Cannabigerol (CBG) 
CBG je jedným z hlavných kanabinoidov nájdených vo väčšine druhov Cannabis. 
Vykazuje podstatné antibiotické účinky a môže znížiť intraokulárny tlak. Bol nazvaný 
„inaktívnym“ v porovnaní s THC, ale má miernu afinitu k receptorom CB1, porovnateľnú 
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Obrázok č.4: Cannabigerol (CBG) 
 
2.6.4 Cannabinol (CBN) 
Nie je primárnym produktom metabolizmu rastliny C. sativa., ale ľahko sa tvorí 
z tetrahydrocannabinolu degradáciou počas sušenia, skladovania či ohrievania konopných 
produktov. Je to veľmi slabý psychotropný kanabinoid, ktorého efekt je merateľný iba pri 
intravenóznom podaní. Cannabinol má významné antikonvulzantné, sedatívne a iné 
farmakologické účinky, ktoré môžu interagovať s účinkami THC. Bolo preukázané, že 















2.6.5 Cannabichromen (CBC) 
U cannabichromenu boli preukázané sedatívne účinky. Samostatne vykazuje iba nízke 









Obrázok č.6: Cannabichromen (CBC) 
 
2.6.6 Tetrahydrocannabivarin (THCV) 
Tetrahydrocannabivarin je štrukturálne podobný THC, okrem skráteného postranného 
reťazca: namiesto pentylového (C5) postranného reťazca má propylový (C3). THCV je 
antagonista receptorov CB1 a CB2. Má terapeutický potenciál poraziť choroby zahŕňajúce 











Obrázok č.7: Tetrahydrocannabivarin (THCV) 
 
 
2.7 Analýza cannabinoidov 
Inštrumentálne metódy sa najčastejšie využívajú na identifikáciu, klasifikáciu (napr. 
technické konope, medicínske konope) a  individualizáciu rastliny Cannabis sativa 
a produktov. Kvôli komplexnej chémii konope sú potrebné separačné techniky ako plynová 
alebo kvapalinová chromatografia, často spojené s analýzou pomocou hmotnostnej 
spektrometrie (MS). Tieto metódy sú využité k získaniu typického chemického profilu 
a stanoveniu senzitívnych, špecifických, kvalitatívnych a/alebo kvantitatívnych prvkov. 
Obzvlášť na monitoring a testovanie na mieste sa využívajú neinštrumentálne techniky ako 






Z dôvodu termálnej lability kyslých kanabinoidov sa značne využívajú nepriame metódy 
k ich determinácii. Nepriame metódy sú založené na dekarboxylácii kyslých kanabinoidov. 
Hoci k dekarboxylácii dochádza prirodzene časom, počas skladovania, je veľmi zložité 
previesť kvantitatívnu dekarboxyláciu za experimentálnych podmienok. Doposiaľ nebola 
nájdená optimálna teplota, pri ktorej by rýchlosť dekarboxylácie bola dostatočne vysoká 
a nedochádzalo by k súčasnému vyparovaniu neutrálnych kanabinoidov. Z tohto dôvodu nie 
je možné získať množstvo neutrálnych kanabinoidov ekvivalentné množstvu kanabinoidných 
kyselín, z ktorých boli dekarboxylované.[14] 
 
2.7.2 Farebné reakcie  
Najbežnejším farebným bodovým testom používaným pre analýzu a identifikáciu 
kanabinoidov je test vyvinutý v 30. rokoch 20. storočia Pierrom Duquénoisom a jeho 
modifikácie. Najspoľahlivejšou modifikáciou je Duquenois-Levine test. Na vizualizáciu THC 
sa využíva Duquenoisov reagent. Tento test sa využíva na monitoring prítomnosti marihuany 
a konopných výrobkov, preto je v dnešnej dobe vo veľkej miere využívaný ako drogový test. 
[6,14] 
    
2.7.3 Tenkovrstvová chromatografia (TLC) 
Táto metóda je vhodná na získanie kvalitatívneho profilu kanabinoidov z rastlinného 
materiálu. Boli popísané metódy s normálnou aj reverznou fázou. Na selektívnu vizualizáciu 
sa môže využiť 0,5 % roztok vyššie spomenutého Duquenoisovho reagentu vo vode. Pre 
kvantifikáciu je nutná inštrumentálna TLC spojená s denzitometriou. [6] 
 
2.7.4 Plynová chromatografia (GC)  
Využitie plynovej chromatografie, väčšinou spojené s plameňovo-ionizačným (FID) alebo 
hmotnostným (MS) detektorom, umožňuje analýzu širokej škály kanabinoidov s veľmi 
vysokou rozlíšiteľnosťou. V prípade, že ide o stanovenie kanabinoidných kyselín, je nutná 
derivatizácia vzorky (silylácia alebo metylácia). Keďže je veľmi náročné previesť 
kvantitatívnu derivatizáciu všetkých komponentov v komplexnej zmesi, je tým limitovaná 
celková GC analýza. [15] 
 
2.8 Antimikrobiálne účinky Cannabis sativa 
Antimikrobiálne štúdie na konope pestovanom v rôznych častiach sveta boli uskutočnené 
mnohými výskumníkmi. Boli použité rôzne mikroorganizmy, zastúpenie mali vláknité huby, 
Gram pozitívne a Gram negatívne baktérie. Tieto účinky boli skúmané za rôznych 
podmienok, použitím rôznych metód.   
V súčasnosti je výzvou vedcov liečba infekcií spôsobených radou klinicky závažných 
baktérií, ktoré vykazujú rezistenciu voči viacerým liečivám (tzv. multidrug-resistance, MDR), 




vyskytujúca extrémne rezistentná Mycobacterium tuberculosis XDR-TB. Urgentne sú teda 
potrebné nové antibakteriálne látky, ktoré by pomohli riešiť situáciu.[15]   
Metanolové a petroléterové extrakty z celej rastliny Cannabis sativa a olej z jej semien  
boli skúmané na antimikrobiálnu aktivitu  voči dvom Gram pozitívnym organizmom (Bacillus 
subtilis, Staphylococcus aureus), dvom Gram negatívnym organizom (Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa) a dvom hubám (Aspergillus niger a Candida albicans). 
Olej zo semien C. sativa vykazoval antibakteriálnu aktivitu (21-28 mm) voči Bacillus 
subtilis a Staphylococcus aureus, miernu aktivitu (15 mm) voči E. coli a vysokú aktivitu 
(16 mm) voči P. aeruginosa. Voči testovaným hubám bol inaktívny. Tieto výsledky sú 
podobné, ako výsledky publikované Novakom [16], ktorý zistil, že olej zo extrahovaný 
z C. sativa má antimikrobiálne účinky a tieto môže spôsobovať prítomnosť sesquiterpénov 
alebo cannabidiolu.  
Petroléterové extrakty z celej rastliny vykazovali antibakteriálnu aktivitu (23-28 mm) voči 
obom Gram pozitívnym organizmom, vysokú aktivitu (16 mm) voči E. coli a boli inaktívne 
voči P. aeruginosa a obom hubám. 
Metanolové extrakty ukázali taktiež výslovnú antibakteriálnu aktivitu (29 mm) voči 
B. subtilis, nízku aktivitu (12 mm) voči S. aureus a vysokú aktivitu (16-18 mm) voči obom 
Gram negatívnym organizmom.  Voči A. niger boli inaktívne a nízku aktivitu (13 mm) 
vykazovali voči C. albicans. Tieto výsledky sa líšia od tých, na ktoré prišiel Borchardt [17], 
ktorý zistil, že extrakty z listov a stonky boli  aktívne iba voči S. aureus a taktiež sa líšia od 
výsledkov Wasima [18], ktorý vyhlásil, že C. sativa pestovaná v Pakistane má silnú 
antibikrobiálnu aktivitu voči celej rade baktérií aj húb.   
Minimálne inhibičné koncentrácie metanolových extraktov zo semien a celej rastliny 
C. sativa proti štandardným mikroorganizmom boli zisťované použitím zrieďovacej metódy 















3 PRAKTICKÁ ČASŤ 
3.1 Cieľ 
Cieľom mojej práce bolo izolovať rôzne látky obsiahnuté v rastline Cannabis sativa, 
identifikovať ich a klasifikovať pomocou dostupných analytických metód. V druhej časti som 
sa zaoberala skúmaním vlastností a biologického účinku látok, ktoré sa mi podarilo 
vyizolovať v dostatočnom množstve.  
Pri svojej práci som využila informácie o chemickej podstate kanabinoidov – aktívnych 
látok C. sativa, získaných z predchádzajúcich výskumov uskutočnených v zahraničí.  
  
3.2 Prvá časť: Izolácia a identifikácia obsahových látok C. sativa 
3.2.1 Použitý materiál a prístroje  
3.2.1.1 Rastlinný materiál 
Rastlinný materiál, Cannabis sativa z čeľade Cannabaceae, bol zozbieraný v septembri 
2009 v Brne. Jeho hmotnosť činila 200 g. Tento materiál bol ďalej spracovaný, aby mohla byť 
vykonaná jeho expertíza. Pri spracovávaní sa postupovalo podľa schémy (Schéma č.1), ktorá 
je uvedená nižšie. 
Pre analýzu bol použitý chloroformový extrakt získaný rozdelením pôvodného 
metanolického extraktu medzi dve nemiešateľné kvapaliny, ktorého množstvo bolo približne 
15 g. Tento extrakt bol ďalej delený dvakrát stĺpcovou chromatografiou. Pre moju vlastnú 
analýzu som použila frakciu označenú ako CH16-27/11-15. 
 
3.2.1.2 Chemikálie 
Acetonitril gradient grade (Scharlau) 
Benzén p.a. (Penta) 
Chloroform p.a. (Penta) 
Ethylacetát p.a. (Penta) 
Kyselina octová p.a. (Penta) 
Metanol p.a. (Penta) 
Metanol gradient (Scharlau) 
Voda pre HPLC – pripravení pomocou nižšie uvedeného prístroja 





3.2.1.3 Materiál pre chromatografiu 
TLC 
 hliníková fólia Silikagel 60, F254 20 cm × 20 cm, tloušťka vrstvy 0,2 mm (Merck) 
 
HPLC 
 analytická kolóna: Acentis ®Express C8, 15cm × 2,1 mm, veľkosť častíc 2,7 μm  
 preparatívna kolóna: ASCENTIS ® RP-Amide, 25 cm × 10 mm, veľkosť častíc 5 µm  
 
3.2.1.4 Prístroje 
Vákuová rotačná odparka 
 BŰCHI Waterbath B-480, Rotavapor R-114 (Bűchi, Switzerland) 
 BŰCHI Vacuum pump V-700, Vacuum controler V-850, Rotavapor R-3 (Bűchi, 
Switzerland) 
Lyofilizátor 
 CHRIST Alfa 1 – 2 LD (Christ, Germany) 
HPLC a UV detekcia 
 analytická HPLC: Agilent 1100, detektor DAD UV/VIS (Agilent Technologies, USA)  
 preparatívna HPLC: YL9100 HPLC Systém Clarity – YL9101 Vacuum Degasser, 
YL9110 Quarternary Pump, YL9130 Column Compartment, YL9160 PDA Detector, 
YL9150 Autosampler (Young Lin Instrument, Korea) 
IR spektrofotometer 
 Nicolet Impact 400D FT-IR (Thermo Nicolet Corporation, USA) 
Prístroj na prípravu vody pre HPLC 
 Aqua MAX BASIC 360 series (ATB Umwelttechnologien, Germany) 
Analytické váhy 
 KERN EW 620-3NM (Kern, Germany) 
 
3.2.2 Metódy  
3.2.2.1 Separačné 
Analytická tenkovrstvová chromatografia (TLC)  
Stacionárna fáza:  hliníková fólia Silikagel 60 F254, hrúbka vrstvy 0,2 mm (Merck)  
Mobilná fáza:  zložená z benzénu, chloroformu a etylacetátu v rôznom pomere  




Postup:  Po vyvinutí TLC som silikagel vysušila a pod UV svetlom s vlnovou 
dĺžkou 254 nm vyznačila jednotlivé škvrny. Takto označené TLC 
slúžilo pre zistenie čistoty frakcie a pre porovnanie podobnosti frakcií 
pri ich spájaní. 
 
Stĺpcová chromatografia  
Stacionárna fáza:  silikagel o veľkosti zŕn 0,040–0,063 mm  
Mobilní fáze:   benzén, etylacetát, chloroform v pomere 3 : 3 : 1 (v/v/v)  
Postup:  Frakcie boli zbierané približne po 100 - 150 ml, následne analyzované 
pomocou TLC a HPLC. Na základe podobnosti zloženia boli pospávané 
a potom odparené na vákuovej odparke.  
 
Vysokoúčinná kvapalinová chromatografia (HPLC) - analytická  
Prístroj:   Agilent 1100, detektor DAD UV  
Stacionárna fáza:  Acentis ®Express C8, 15 cm × 2,1 mm, veľkosť častíc 2,7 μm  
Elúcia:   gradientová  
Mobilná fáza:  Metóda 1:  0. minúta: 50 % MeCN, 50 % HCOOH (0,2 %) 
                   24. minúta: 83 % MeCN, 17 % HCOOH (0,2 %) 
                 24,1. minúta: 100 % MeCN 
Prietok:   0,3 ml/min  
Objem nástreku:  1 μl  
Teplota kolóny:  40°C  
Detekcia:   UV pri vlnových dĺžkach λ 254 a 280 nm  
 
Vysokoúčinná kvapalinová chromatografia (HPLC) – semipreparatívna 
Prístroj:   YL9100 HPLC System  
Stacionárna fáza:  ASCENTIS ® RP-Amide, 25 cm × 10 mm, veľkosť častíc 5 µm  
Elúcia:   gradientová  
Mobilná fáza:  Metóda 2:  0. minúta: 90 % recyklát, 10 % HCOOH (0,2 %) 
           15. minúta: 95 % recyklát, 5 % HCOOH (0,2 %) 
                15,01. minúta: 100 % ACN 
               25,01. minúta: 100 % MeOH 




Prietok:   5 ml/min  
Objem nástreku:  25 μl  
Teplota kolóny:  40 °C  
Detekcia:   UV pri vlnovej dĺžke λ 254 a 280 nm 
 
3.2.2.2 Identifikačné 
UV spektrofotometria  
UV spektrá vyizolovaných látok boli zmerané pomocou prítroja DAD UV/VIS Agilent 
zároveň s HPLC analýzou. Tieto spektrá boli použité k odhadu zloženia zlúčenín. Výsledky 
boli porovnané s UV spektrami založenými v školskej databáze VFU v Brne. 
 
IČ spektrofotometria  
IČ spektrá boli namerané pomocou prístroja Nicolet Impact 400D FT-IR, a to ako 
závislosť absorbancie na vlnočete žiarenia. Vzorky boli merané v pevnej forme metódou 
ATR. Na zmeranie spektra bola aplikovaná ATR korekcia, korekcia na H2O a CO2 
a automatické vyhladenie spektra. Vyhodnotením spektier boli získané informácie 
o prítomnosti rôznych funkčných skupín v štruktúre analyzovanej vzorky.  
 
Nukleárna magnetická rezonancia 
Analýza pomocou nukleárnej magnetickej rezonancie bola robená v zahraničí, na 
Univerzite v Padove. 
 
3.3 Druhá časť: Biologický účinok izolovaných látok  
Pred samotným experimentom zameraným na skúmanie biologického účinku izolovaných 
látok som si podrobne naštudovala publikované zahraničné štúdie, ktoré sa zaoberali práve 
antimikrobiálnym účinkom obsahových látok Cannabis sativa. Zamerala som sa najmä na 
použité mikroorganizmy, ktoré vykazovali najväčšiu biologickú aktivitu a na použité metódy, 
aby som vedela nastaviť podmienky, za akých budú výsledky mojich meraní čo 
najviditeľnejšie a najlepšie interpretovateľné.  
Po konzultácii s odbornými pracovníkmi, ktorý sa venujú podobným výskumom, sme 
vybrali najvhodnejšiu metódu. Do úvahy som musela vziať najmä celkové získané množstvo 
izolovanej látky, ktoré nepresahovalo 10 mg. Preto bola hneď na začiatku vylúčená rozterová 
metóda na agarovej platni a kultivácii v L-skúmavkách, pri ktorých by museli byť použité 
veľké objemy agaru. Látka by sa zriedila na takú nízku koncentráciu, že by nebolo možné 
pozorovať jej účinky. 
Najvhodnejšou metódou bola kultivácia mikroorganizmu na mikrotitračnej doštičke 
v médiu s daným referenčným antibiotikom, podľa ktorého sa bude stanovovať minimálna 





3.3.1 Rozpúšťadlá a kultivačné médiá  
Deionizovaná voda 
Kyselina chlorovodíková 1 M – Lachema, Česká republika 
96 % etanol – Lachema, Česká republika 
Mueller-Hintonov bujón (MH) – Oxoid, Veľká Británia, CM0405 
 zloženie: hovädzí extrakt 300 g/l, kaseín 17,5 g/l, škrob 1,5 g/l 
 príprava: 21 g MH bujónu sa rozpustí v 1 l destilovanej vody a sterilizuje 
                 sa  v autokláve pri 121°C 15 minút a po vychladnutí sa rozplní 
 




 Vortex MS 2 Minishaker IKA-WORKS, USA 
Denzilameter  
 EMO Brno, ČR 
Autokláv  
 IP 44 Certoclav, Rakúsko 
Laminárny box II. triedy  
 Steril Antares, Taliansko 
Termostat  
 Sanyo MIR-153-Sanyo, Japonsko 
Váhy  
 Kern 440 – Ecotech, ČR 
 
3.3.3 Pomôcky  
Mikrotitračná U-doštička s víčkom  
 boli použité jednorazové plastové doštičky s 96 U-jamkami, ktoré mali rady jamiek 
označené písmenami A až H a stĺpce číslami 1 až 12, takže každá jednotlivá jamka 
bola označená kombináciou písmena a čísla 
Multiinokulátor (1-3 μl) 
Jednorazové špičky na mikropipety 
Jednorazové Petriho misky 




Sterilné vatové tampóny 
Sterilné plastové skúmavky (10 μl) 
Denzilaskúmavky 
Vialka šroubovacia s víčkom (1,8 μl) 
Jednorazové rukavice 
 
3.3.4 Použité mikroorganizmy 
V tejto práci bol testovaný bakteriálny kmeň pochádzajúci zo zbierky Štátneho  
zdravotného ústavu v Brne, kmeň Staphylococcus aureus ATCC 29213. 
 
3.3.4.1 Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus, inak aj „zlatý“ stafylokok, je fakultatívne anaeróbna, 
grampozitívna baktéria, ktorá má sférickú bunku o priemere 0,5-1,5 μm. Sú to nepohyblivé 
koky vytvárajúce nepravidelné hroznovité útvary. Vytvárajú rozsiahle okrúhle zlato-žlté 
kolónie. S. aureus patrí medzi koaguláza-pozitívne stafylokoky z čeľade Staphylococcaceae. 
Je to patogénny mikroorganizmus, ktorý spôsobuje mnoho infekcií (až 12 % všetkých 




Obrázok č.8: Staphylococcus aureus na krvnom agare 
 
3.3.5 Použité antibiotikum  
Ciprofloxacín je druhogeneračné fluoroquinolónové antibiotikum. Jeho spektrum aktivity 
zahŕňa väčšinu bakteriálnych patogénov zodpovedných za respiračné, urinálne, 
gastrointestinálne a abdominálne infekcie, vrátane Gram negatívnych (Escherichia coli, 
Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Legionella pneumophila, Moraxella 
catarrhalis, Proteus mirabilis, a Pseudomonas aeruginosa) a Gram pozitívnych (methicillin-




Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, a Streptococcus pyogenes), bakteriálnych 
patogénov.  
Ciprofloxacín sa používa samostatne alebo v kombinácii s inými antibakteriálnymi liekmi. 
Je použiteľný u infekcií spôsobených baktériami rezistentnými na penicilíny, cefalosporíny 





























4 VÝSLEDKY A DISKUSIA 
4.1 Analýza a separácia frakcií 
Rastlinný materiál bol macerovaný v metanole a vytrepávaný s ďalšími rozpúšťadlami, pre 
ďalšie spracovanie bol použitý chloroformový extrakt, ktorý bol rozdelený na dvoch kolónach 
celkom na 17 frakcií. Z týchto frakcií som spracovala frakciu označenú ako CH 16-27/11-15.  
 
 
4.1.1 Rozdelenie frakcie stĺpcovou chromatografiou  
Kolónu s výškou stĺpca 62 cm a priemerom 4,5 cm som naplnila 625 g silikagélu, ktorý bol 
vopred zmiešaný s mobilnou fázou, aby som eliminovala prípadné vzduchové bubliny, ktoré 
by mohli znemožniť správne rozdelenie na kolóne. Mobilná fáza obsahovala benzén, 
etylacetát a chloroform v pomere 3:3:1 (v/v/v). Silikagél bol prekrytý filtračným papierom, na 
ktorý som naniesla 1,7 g vzorky rozpustenej v minimálnom množstve mobilnej fázy. 
Nakoniec som filtračný papier zaťažila malým množstvom morského piesku, aby filtračný 
papier priliehal k stacionárnej fáze. Pri neustálom dopĺňaní mobilnej fázy som zbierala frakcie 
približne po 100-150 ml. Celkový počet frakcií bol 36. Pri zbieraní posledných 5 frakcií bol 
ako mobilná fáza použitý čistý metanol, aby sa z kolóny vymyli zvyšky látky. 
Po rozdelení na kolóne som odparila rozpúšťadlá na vákuovej odparke a tuhé frakcie 
rozpustila v metanole a uskutočnila som TLC analýzu. Ako mobilná fáza bola použitá zmes 
benzén, etylacetát a metanol v pomere 7:3:1 (v/v/v). Detekciu chromatogramov som previedla 
pod UV lampou a vyznačila jednotlivé škvrny.  Posúdila som ich čistotu a na základe 













































































































































































































































































   
 
Obrázok č.10: HPLC chromatogram frakcie CH 16-27/11-15 (UV detekcia pri 280 nm) a UV 
spektrá 
 
4.1.2 Výber a spájanie frakcií pre ďalšiu separáciu  
Výber frakcie pre ďalšiu analýzu a separáciu som učinila na základe HPLC analýzy. Na 
základe získaných chromatogramov jednotlivých frakcií som vybrala také, u ktorých boli 
viditeľné vysoké píky čo najmenšieho počtu látok. Prvé a posledné frakcie obsahovali rôzne 
zmesi látok, ktorých separácia by bola náročná, pretože píky neboli jednoznačne rozlíšiteľné a 
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Obrázok č.11: HPLC chromatogram frakcie CH-Z-12-14 (UV detekcia pri 280 nm) a UV spektrá 
 
 
Porovnaním výsledných chomatogramov frakcií a na základe podobnosti retenčných časov 
a odozvy (podobnosti píkov) získaných analýzou HPLC som spojila frakcie 12 -14 a označila 
túto zmes ako CH-Z-12-14, a frakcie 23-27 ďalej označené ako CH-Z-23-27. Frakcia CH-Z-
12-14 obsahovala látky s retenčnými časmi dostatočne rozdielnymi pre ich účinnú separáciu. 
Frakcia CH-Z-23-27 bola podľa chromatogramu z analytickej HPLC čistá látka, preto nebolo 





Obrázok č.12: HPLC chromatogram frakcie CH-Z-23-27 (UV detekcia pri 280 nm) a UVspektrum 
  
























4.1.3 Separácia frakcií  
 Frakciu CH-Z-12-14 som rozdelila pomocou preparatívnej HPLC. Metóda bola 
niekoľkokrát prispôsobená, aby boli výsledky čo najpresnejšie, bolo zmenené zloženie 
mobilnej fázy. Z každého nástreku frakcie CH-Z-12-14 boli získané 4 frakcie. Po zozbieraní 
som odparila rozpúšťadlá a zvážila približné množstvo získaných látok. Značné množstvo, 
s ktorým by sa dalo ďalej pracovať, obsahovala iba frakcia 4. Vzorka označená ako CH-Z-12-





Obrázok č.13: HPLC chromatogram separácie frakcie CH-Z-12-14 (UV detekcia pri  280 nm, 








4.2.1 Analýza UV spektier  
Orientačné UV spektrá boli zmerané pri analýze HPLC, chromatogramy boli 
zaznamenávané pri 280 nm. Látka CH-Z-12-14/4 vykazovala dva pásy s absorpčnými 
maximami okolo 230 a 280 nm. Spektrá boli porovnané s databázou látok VFU. Dané spektrá 























































































































































































































Obrázok č.14: HPLC chromatogram a UV spektrum látky CH-Z-12-14/4 (HPLC, metóda 2) 
 
 
Látka CH-Z-23-27 vykazuje v UV spektre tri pásy s maximami okolo 210, 270 a 330 nm 
a ramenom okolo 300 nm. Po porovnaní s databázou boli na základe podobnosti spektier látky 
zaradené medzi izoflavonoidy. Prítomnosť látok tohto typu je prekvapujúca, pretože  doteraz 




Obrázok č.15: HPLC chromatogram a UV spektrum látky CH-Z-23-27 (HPLC, metóda 2) 
 
















































4.2.2 Analýza IR spektier  
 
Absorpčné pásy strednej intenzity v oblasti 3650-3420 cm-1 odpovedajú vibráciám –OH 
skupín. Intenzívne absorpčné pásy v oblasti 2940-2850 cm-1 sú spôsobené vibráciami 
metylových (-CH3) a metylenových (-CH2-) skupín. V oblasti okolo 1610 cm
-1
 sa nachádza 
pás odpovedajúci karbonylovej skupine.   V oblasti s nižším vlnočetom okolo 1151 cm-1 môže 




















































































Obrázok č.17: IR spektrum látky CH-Z-23-27 
 
 
4.2.3 Identifikácia pomocou NMR  
Meranie NMR spektier a ich následná interpretácia bola prevedená na Univerzite 
v Padove, pretože škola nemá k dispozícii tento prístroj. Na univerzitu sme zaslali 5,45 mg 
vzorky CH-Z-12-14/4 a 4,34 mg látky CH-Z-23-27. Výsledky identifikácie sú uvedené 
v nasledujúcej kapitole. 
 
4.2.4 Výsledky identifikácie izolovaných látok  
Izolované látky boli zaslané na identifikáciu do laboratória na Univerzite v Padove. 
Dodnes (do dátumu odovzdávania tejto práce) prebieha ich identifikácia, preto vo svojej 
bakalárskej práci neuvádzam výsledky. Ihneď po prijatí analytickej správy budú výsledky 
doplnené.  
 
4.3 Kultivácia mikroorganizmov  
4.3.1 Metódy  
4.3.1.1 Uchovávanie bakteriálnych kultúr 
Čisté bakteriálne kultúry boli uchovávané v sterilných plastových skúmavkách so 
závitovým uzáverom s objemom 1,5 ml v 1 ml kryoprotektívneho média v mraziacom boxe 



















































































4.3.1.2 Očkovanie bakteriálnych kultúr 
Sterilným vatovým tampónom bolo odobrané zo zamrazenej vzorky malé množstvo 
bakteriálnej kultúry a nanesené na misku s príslušným kultivačným médiom. Pri očkovaní sa 
dbalo na to, aby nedošlo k rozmrazeniu vzorky a znehodnoteniu tak kultúry 
v kryoprotektívnom médiu. Misky sa nechali staticky inkubovať po 24 hodín pri 37 °C. 
Po úspešnej inkubácii bola odobraná jedna kolónia sterilnou očkovacou ihlou a tá bola 
nanesená krížovým rozterom na nové očkovacie médium. Takto pripravená miska sa opäť 
nechala inkubovať po 24 hodín pri 37 °C a potom uz bola kultúra pripravená k stanoveniu 
MIC u testovaných látok. Ako kultivačné médium bol u vzoriek použitý Mueller-Hintonov 
bujón. 
 
4.3.1.3 Príprava a inokulácia mikrotitračnej doštičky pre stanovenie MIC jednej účinnej 
látky 
Celá príprava aj inokulácia bola prevedená v laminárnom boxe, aby bolo zamedzené 
krížovej kontaminácii. Najskôr bolo rozdelených 100 μl sterilného MH bujónu do každej 
jamky na doštičke okrem stĺpca 1. Potom bolo pridaných 100 μl MH bujónu aj do jamky H1, 
pretože celá rada H slúžila ako kontrola rastu (neobsahovala účinnú látku). Do jamiek A1 až 
B1 potom bolo pridaných 180 μl MH bujónu. Po rozdelení bujónu ako kultivačného média 
nasledovalo pridanie účinnej látky a jej dvojnásobné rozriedenie. Do stĺpcov A1 až B1 bolo 
pridaných 20 μl roztoku účinnej látky. Referenčným antibiotikom v živnom médiu bol 
ciprofloxacín, ktorý bol pridaný iba do stĺpca A. 
Nasledovalo dvojnásobné rozriedenie testovanej látky tak, že bolo prenesených 100  μl 
z prvej jamky v rade, po predošlom premiešaní opakovaným nasatím a vypúšťaním, do 
nasledujúcej jamky v rade (napr. z jamky A1 do A2 a po premiešaní a výmene špičky do A3, 
takto až po jamku A12). Na každé prenesenie roztoku bola vždy použitá čistá špička. 
Z poslednej jamky v rade bolo po premiešaní odstránených 100 μl roztoku.   
Takto pripravená doštička musela byť použitá okamžite, druhou možnosťou by bolo 
prikrytie viečkom a v plastovom vrecúšku uloženie do mraziaceho boxu s teplotou -70 °C až 
6 mesiacov.  
Nasledovala príprava bakteriálnej suspenzie, ktorá bola pripravovaná z 24hodinovej 
bakteriálnej kultúry. Z tejto kultúry bolo sterilným vatovým tampónom odobraných niekoľko 
kolónií a tie boli bez zvyšku prenesené do denzilaskúmavky, ktorá obsahovala 10 ml 
deionizovanej vody. Suspenzia bola zhomogenizovaná premiešaním na vortexe a jej denzita 
bola upravená na 0,5 stupňa McFarlandovej stupnice. Takto bolo pripravených 20 ml 
bakteriálnej suspenzie, ktorá sa v laminárnom boxe naliala do sterilnej Petriho misky. 
Nasledovalo namočenie multiinokulátora do suspenzie a prenesenie baktérií, ktoré sa 
prichytili na špičke multiokulátora, do jednotlivých jamiek mikrotitračnej doštičky. Všetky 
jamky boli zaočkované vrátane rady H, ktorá slúžila ako kontrola rastu. Nakoniec bola 
doštička prekrytá viečkom, vložená do plastového vrecúška a staticky inkubovaná pri 37 °C 





4.3.1.4 Vyhodnotenie mikrotitračnej doštičky 
Po jednodennej inkubácii doštičky, ktorá bola pripravená vyššie uvedeným spôsobom, boli 
vizuálne odčítané výsledky. 
Pri testovaní jednej účinnej látky bola MIC stanovená ako koncentrácia účinnej látky 
v jamke s najnižšou možnou koncentráciou, kde už nebol prítomný zákal, ktorý bol 
spôsobený rastom bakteriálnej kultúry. Vyhodnocovanie bolo robené pomocou Readera,  
ktorý meria pomocou UV/VIS spektrofotometrie absorbanciu a podľa zistených hodnot to 
program sám vyhodnotí. 
 Minimálna inhibičná koncentrácia referenčného ATB, ciprofloxacínu, bola stanovená na 
≤ 0,25 μg/l. V druhom stĺpci bola stanovená baktericídna aktivita izolovanej látky. Účinná 







































Vo svojej bakalárskej práci som sa zaoberala izoláciou a identifikáciou obsahových látok 
chloroformového extraktu z rastliny Cannabis sativa. Teoretická časť obsahuje popis tejto 
rastliny a prehľad doposiaľ izolovaných látok, so zameraním na aktívne látky Cannabisu – 
cannabinoidy, spolu s ich zistenou biologickou aktivitou.  
V praktickej časti je popísaný postup separácie a identifikácie látok. Vysušená frakcia 
chloroformového extraktu, označená CH 16-27/11-15, bola rozdelená pomocou kolónovej 
chromatografie za použitia mobilnej fázy zloženej z benzénu, etylacetátu a chloroformu 
v pomere 3:3:1 (v/v/v). Celkovo bolo získaných 36 frakcií po približne 100-150 ml. Získané 
frakcie boli analyzované pomocou TLC a HPLC a na základe výsledkov spojené podľa 
podobnosti. Zo spojených frakcií bola pre ďalšiu separáciu vybraná frakcia CH-Z-12-14, 
frakciu CH-Z-23-27 som považovala za dostatočne čistú, preto som nerobila jej ďalšiu 
analýzu. Frakcia CH-Z-12-14 bola podrobená semipreparatívnej HPLC, výsledkom boli 
4 frakcie. V dostatočnom množstve bola získaná iba frakcia označená ako CH-Z-12-14/4, 
ktorá bola považovaná za čistú látku.  
Boli teda získané celkovo 2 látky v relevantnom množstve, s čistotou približne 95 %, čo 
bolo dostatočné pre následnú identifikáciu prevedenú na základe UV, IR a NMR. UV a IR 
spektrá boli porovnané s dostupnou databázou VFU, aby bola stanovená ich približná 
štruktúra.  UV spektrum CH-Z-12-14/4 bolo charakteristické pre flavanóny, CH-Z-23-27 
spektrá boli charakteristické pre izoflavonoidy. Z IR spektier sme odhadli funkčné skupiny 
obsiahnuté v štruktúrach látok. Pre zistenie NMR spektier boli vzorky vyizolovaných látok 
zaslané na Univerzitu v Padove. Identifikácia látok prebieha dodnes. V bakalárskej práci preto 
neuvádzam výsledky identifikácie.   
Po analýze a vyizolovaní obsahových látok som sa zaoberala zisťovaním ich biologického 
účinku. Pre nedostatočné množstvo vyizolovaných látok som skúmala iba účinok frakcie CH-
Z-12-14/4, a to na Gram pozitívnej baktérii Staphylococcus aureus. Na mikrotitračnej 
doštičke som stanovovala minimálnu inhibičnú koncentráciu (MIC) účinnej látky. Ako živné 
médium bol použitý Mueller-Hintonov bujón, do ktorého bola pridaná účinná látka v rôznych 
koncentráciách v rozpätí 0,25-128 μg/l (konkrétne 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128). 
Referenčným antibiotikom bol ciprofloxacín. Následne bolo médium zaočkované 
bakteriálnou kultúrou S. aureus a po 24-hodinovej kultivácii bol vyhodnotený rast 
mikrobiálnej kultúry na mikrotitračnej doštičke v médiu s danými koncentráciami účinnej 
látky. MIC ciprofloxacínu bola stanovená na 0,25 μg/l. Látka CH-ZI-12-14/4 vykazuje 
inhibičný účinok na bakteriálne kmene pri koncentrácii 8 μg/l.  
Týmto experimentom sa mi podarilo dokázať mikrobicídne účinky látky obsiahnutej 
v rastline Cannabis sativa. Týmto výsledkom by som chcela demonštrovať priaznivé účinky 
tejto rastliny, ktorá by sa v budúcnosti mohla stať účinnou náhradou syntetických antibiotík 
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7 ZOZNAM SKRATIEK 
A. niger Aspergillus niger 
ATB   antibiotikum  
B.  subtilis Bacillus subtilis 
C.  albicans Candida albicans 
C.sativa      Cannabis sativa 
CB1   Cannabinoid Type 1 – kanabinoidný typ 1 
CB2     Cannabinoid Type 2 – kanabinoidný typ 2 
CBC    Cannabichromen 
CBD    Cannabidiol 
CBG   Cannabigerol 
CBL    Cannabicyclol 
CBN   Cannabinol 
E. coli  Escherichia coli 
FID   Flame Ionization Detection – plameňovo-ionizačný detektor 
GC    Gas Chromatography – plynová chromatografia 
HPLC   High Performance Liquid Chromatography – vysokoúčinná kapalinová 
chromatografia 
MIC   Minimum Inhibitory Concetration – minimálna inhibičná koncentrácia  
MS   Mass Spectrometry – hmotnostná spektrometria 
NMR   Nuclear Magnetic Resonance – nukleárna magnetická rezonancia 
P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 
S.aureus    Staphylococcus aureus 
THC    Tetrahydrocannabinol 
THCV   Tetrahydrocannabivarin 
TLC   Thin Layer Chromatography – tenkovrstvová chromatografia 
 
 
 
 
 
